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SUMMARY 
The heart predominantly consists of speciajised muscle cells, cardiac myocytes, which perform 
conrracrions in a coordinated fashion. Tnese contractions require large amounts of energy in 
rhe form of ATP which is generated by oxjdarion of substrates. Under normal physiologicd 
conditions cardiac myocytes predominanrly utilize longchain fatty acids [LCFA, 60-70%), 
wim LRe remaiindes covered by carbohydrates, i.e., glucose (28%) and lactate (10%). The 
cellular uprake of hese  substrates is regulated by rhe sarcolemmal content and activity of 
specific transport proteins. GLUT4 is the main glucose transport protein in the heart and is not 
only present at the sarcoilemrna, but also in intsacellular compartment stores fronu where it can 
translocate lo the sarcolemrna. If has been well described that both the hormone insulin and 
an increased workload induce lranslocafion of GLUT4 from the intracellulw stores to the 
sarcolemma resulting in an jncreased glucose uprake by cardiac rnyocytes. Nthough both 
stirnulj increase glucose uptake different signalling pathways are activated. Insulin acts via the 
activation of phosphat~dylinositol-3 kinase IJPI,K), whereas celHular contractians induced 
adenosine rnonophosphate kinase [AMPKj activity Several plataljwe tsansporl proteins are 
involved in the LCFA uplake process; (i) fatty acid translocase (FAT], the rat homolog of human 
CD36, jii) pilasmalemmal fatty acid binding proteein [FABPpm) and (Eii) farty acid transport 
proieln [FATP). There i s  evidence hhat the amount of FAT/CD36 at the sacrolem~na is the rare- 
limiting slep in the LCFA uptake process. Like GLUT41, FAT/CD36 is located both at the 
sarcolemrna and in intracellular storage compartments. Recently, we demonstrated that insulin 
is also able to increase myocardial LCM uptake by inducing FATJCD36 translocation via 
activation of PI&. However, whether the regulation od FAT/CD36-mediated LCFA uptake by 
an increased workload resembles thal ol CLUT4-mediated glucose uptake was u rnhorn .  
Several studies presented in this thesis give new insights into the effect of cellular 
contractions in rat cardiac myocytes on, [ i )  FAT/CD36-mediated LCFA uptake and [iii the 
intracellular signalling pathway affecting LCFA utilization. We were the first to dernonstrarie 
rhar upon cellular conLsactiens FAT/CD36 translocates to the sarcolemma resulting in an, 
increased upllal~b yc'f IACIzAs. Interestingly, we showed rhar activation of PSalBK 1s lnvolved in 
Lhls cantraclion-induced translocalion of FAA0'/CD36 [Chapter 3 ) .  Although the manner in 
which cellillal conuacuans induce glucose uplake resembles that of LCFA uptake, we showed 
lhai I1 is possible to sec~'uil I-AV%'/CD36 Lo the sarcolernma without affecting the subcellular 
Iocdl~zation of Gl.llT4. 7'he universal plzospliodiesterase-ir~l~ibitor, dipyridamole, is able to 
induce FAT/CD36-mediared LCFA upplake In a conlractien-like manner, but has no eBect on 
glucose uptake ICl~apler 41. This latter stildly suggests that beyond AMPK the contraction- 
~nduced signalling pathway bsanclaes off into separate ~nobilizatioizs of GLUT4 and oh 
1;9T/CD36. 
Besides AMPK, wc were also interesied in o h e r  k~nases &ax: could be involved in the 
contraction induced increase in LCM uplake. Attractive candidates are members of the protein 
ltinase C (PKCI tanlily. The PKC Family cotis~sts of three subfamilies, convenQonal, novel and 
atypical EJKCs. Convenuonal and novel PKCs can be activated by phorbol rnyristate acerate 
IPMAj, a d~acylglycerol (DACJ analog. The aclivation of .4NEPK during cellular contractions 
can be pharmacologically ini~niclted by oligomycin, a rnitochondr~al F,iFo ATPase inhibitor 

FAT/CC336 and FATPI. but not of FABPpm, whereas only cbe proitejjea conrent of FhT/CD3$ 
plasma membrane was elevated. The increase ID ebe LCFA uptake capacity in adipose rissule 
was associated with a decilne plasma FAs and TACs, suggesting that Rg-treatment 
enhanced plasma FA extraclion by adlpocytes. In obese heart, Rg-lreatmerrr had no effect on 
the LCFA wmsporr system, yet the total TAG content decreased, sumesting enhanced cardiac 
insulin sensitivity. Mhou@ in skeletal muscle, the LGW transport syseern also remained 
unaltered, the tissue TAG content did not change. However. the skeletal muscle conrent of 
cytoplasmic adlpose-tme FABP, a marker of differen8ated adipocytes increased, ~ndicating khar 
the extramyocellulas " I G  increased. In conclusion, this study implicates FAT/GD36 in [he 
mechanlsrn by which Rg, in obese rats, redirects the FA flux towards adipose tissue, causing 
plasma FA and TAG concentralons to decline, and reducing intramyocellular lipid overload, 
whiclz most likely results in increased mwsci;e insulin sensitiviitr: 
FAB'JCD3CI is believed to play a pivotal role in the development of cardiac dysfunction in 
obesity and T2DM. We showed that En v im  sulfo-s2s-succhmidyl esters of LCFAs inbibit 
FAT/CD36-mediated LCFA uptake by cardiac rnyocpes urithout directly affecting ia metabolism 
[Chapter 8). Wowever, the /n vivo effect of these acyl esters on cardiac LCFA utilization remains 
to be elucidated. Several strategies for future srudies to improve cardiac function and msulin 
sensitivity during obesity and T2DM are discussed in Chapter 9. We believe that an agent that 
specifically seduces FATSCDJG-mediated LCFA uptake by cardiac rnyocytes could be of greal: 
value In the Fight against the development oi diabe'cic cardiornyopalhy. 
Met hafl bestaat voornamelijk uit spiercelle!?. die gecoördineerd conuaheren. De eaei,gie die 
is Om te c o ~ @ h e ~ e n  wordt gegenereerd uit het verbranden van ~ e d ~ ~ g t o f f e , ~ ,  Onder 
Wiolo@sche olmstmdi@eden verbranden hartspiercellen vooirnaia?sljk langketeilige VetZL1l.el? 
160-70x). De overige energie Wordt gehaald uit de verbranding wan koojhydraten, glucose 
C20XE en m @ l h u r  IlOX1. 'Voordat g l ~ r o ~ e  en vetzuren verbrand k~innen ~rorden passeren ze 
eerst het omh-iulsel de hartspiercel, de: zogenaamde plasmamembraan. In de p l a s m a 1 ~ ~ e l ~ b r a ~  
bevinden zich transporteiwitten die de opname van glucose eii verzuren regtilerei?. GLI1'T-I is her 
voornaamste gYucose uansposteiwii in het hart en is nier alleen aanwezig in de plasn-ianlembraan 
maar ook in Inkracellulaire opslagruimtes. In hartspiercellen wordt een verplaatslny \ra11 
GLUT4 van de  intracellulaire opsiagruimtes naar de piasrnarnecnbraarr gefnduceerd dooi. zowel 
het hormoon msullne als door coritractles. Ondanks dat beide stimuli de opname van glucose 
verhogen worden er versclrillende inrracellulaire sig~aaalitransducoerautes geactiveerd. Insuline 
activeert phosphatidylionositol-3 kinase (PI,K) en contracties stimuleren adenosine rnianafosfaat 
kinase PAIPK]. Bij de opname van vetzuren zijn meerdere hransporteiwitten betrokken: ( i)  
vetzuur translocase (FAT), de rathornoloog val1 her humane CD36, [ii] plasmalemmaal 
veltzutirbindend eiwit (FABPpm) en (iii) velzuurrransporleiwrit (FATP). De hoe~~eelheid F W C D J 6  
aanwezig in de plasmamembraan wordt gezien als de snelheidsbepaleilde stap in de opname 
van vetzuren. FATJCD36 is net als CLUT4 aanwezig in zowei de placmamernbraatl als in 
intracellulaire opslagruimtes. Eerder b aangetoond dat in hartspiercellen onder de invloed vara 
insuline ook EATJCD36 verplaatst van de opslagruimtes naar de plasmamembraan. Doordat er 
meer FATlCD36 aanwezig is in de plasmaiinembraan neemt de  verzuuropname in deze rellen 
toe. OE de regulatie wan FAT/CD36-gemedieerde verzuuropname tijdens contracties gelijlc is 
a m  die wan de CLUT4-gemedieerde glucose opname is een van de bevindingei? die 
voortwlioeien ujt dit: proefschrift. 
Studies die gepresenteerd worden in dit proefschrift geven nieuwe inzichten in hei effect 
wan contracties in hartspiercellen van ratten op, (i]  de FAT/CD36-gemedieerde velzuuropriame 
en ( i j )  de intraceElulaire signaaltransductieroute die betrokken 1s bij het verbruik van vetzuren. 
Wij hebben aangetoond dat onder invloed van conrracites FATJCD34 liaan. de plasantainbraan 
verplaairst waardoor de opname van velzuceir toeneeml (Hoofdstuk 31. Tevens Is geblel.ccri dalc 
een verhoogde AMPK activiteit betrokken is bij de slimerlaris van de wetzu~iropnatize ~ijdens 
contracties. De manier waarop contracties de opname van glucme stim~ileert ver.looil( een 
grote gelijkenis met de manier waarop de velzuuropname toeneemL. Wij hebben echter laten 
zien dat het mogelijk is om FP;F/CD36 naar de plasmembraan ie rekruteren zoizder dal de 
subcellulaire lokalisatie vain CL(JT4 verandert. De tlniverseie Uosfodiesserase-remm(JrI 
djiF"yri(jaino]e, i s  in staah de FATJ6036-gemediieesde Vetzuuropname te verhogeil een 
wijze die lijkt op de \ierba@ng bij contractjes, maas die geen erfect heeft O P  de oplianle 
( ~ ~ ~ ~ ~ t ~ k  4).  Deze studie suggereert dal de conuactiege'induceerd~ sipilaaltrans. 
ductjerowte na M p K  afsplits in twee verschillende soures om GLUI-4 en FAAr/CD36 te 
mobiliseren. 
Naast ANiPK waren w e  ook geïnteresseerd in andere kinases die betrokken zijn bij de 
conrractiegelnduceerde verhoging van de vetzuuropname door hartspierrelleii. Attractieve 
kandidaten zijn leden van de prore'ine l4siase C (PKC) familie. Die PKC familie laesfaar uit drie 
subfamlles, conventionele, nieuwe en atypische PKCs. Convenrionele en nieuwe PKCs 
kunnen geactiveerd worden door phorboi myrlstaat acetaat [PM], een diacylglycerol (DAG) 
analoog. Activatie van AMPK tijdens contracties kan famacoiogisch nagebootst worden door 
oligomycíne, een remmer van h a  mieoichoiidriële F,/Fo ATPase. Door het tot in zekere mare 
remmen vafl F,/Fa ATPase stijgt de AMP/P,TP sado en wordt AMPK geactiveerd. We hebben 
aangetoond dar P M  de veczuurlspname in harkr;pieircellen verhoogt. [Hoofdstuk S]. Tevens 
hebben we laten zien dal dit effect van PMA niet additief is aan her samiullerende effect van 
oligomycine. Deze bevindingen suggereren dat een PKC met een DAG-bindend domein 
betrokken is bii de oligoimycine-geïnduceerde vetzuuropname in harhspiercellen. Additionele 
studies zullen moeten uitwijzen wdke specifieke PKC isoform geactiveerd wordt. 
Nadat gebleken is dar zowel Insuline als ook contraclies de FAT/CD36.gernedieerde 
vetzuuropnarne in hartspiercellen verhogen, waren we geïnteresseerd in het effect van deze 
twlee stimuli tijdens obesitas en insulineresishentie. Veranderingen in het veizuurverbrmik door 
hartspiercellen tijdens type-2 diabetes mell~tus (T2DM] zouden kunnen b~jdragen aan de 
ontwikkeling van diahete cardiornyopathie. i3e incidentie van obesitas en T2DM stijgt 
wereldwijd gestaag en hartfalen is een van de voornaamste oorzaken van morbiditeit en 
morAa8iteiC in deze patientengroepen. Door her ontrafelen van het inechanisrne dar betrokken 
is bij veranderingen in wetzuurverbruik zou er mogelijk gerichter gezocht kunnen worden naar 
manieren voor de preventie en behandeling van diabete cardiornyopathie. 
Wij hebben aangetoond dar onder basale condities slgnifiican! meer FXT/CD36 aanwezig 
is in de plasmamembraan van hartspiercellen van obese ratten (Elloafdsluk 61. Aangezien de 
totale hoeveelheid FAT/CD36 aiiet verandert en de intracellulaire hoeveelheid PS afgenomen, 
lijk1 het erop dat FAT/CD36 permanent verplaatst is naar de plasrnarnernbraal-i. Deze 
verplaatsing van FAT/CD36 zorgt voor een chronische toename van de vetzuuropnarne. 
Terwijl iiiisuline de FATiCD36-gemedieerde vetzuuropnarne door hartspiercellen stimuleert in 
slanke ratten is het hormoon hiertoe nier In staat in obese ratten. Daarentegen stimuleert 
oligo!oiizycine de velzuiaropiaarne in laartspiercellen van zowel slanke als van obese ratten, maar 
alleen in slanke ralten is er ineer F.AT/CDJiri naar de plasrnamernbraari verplaabt. Al onder 
basale condities IS de totale hoeveelheid trîacylglyceroleri ('TAGS) en vetzuren in kzartspierceilei? 
van obese ratten Ihopi. dan in slanke ratten. Tevens ctijgr i11 liartspiercellen van obese ratten 
de srtelheid waarrnee extracellulaire vetzuren worden ingebouwd in intramyocelluilaire TAGS. 
Onder fysiologische condiiiies stim~iieerr insuline de opslag van extracellulaire verzuren en 
stimulereii conlractles de verbranding van deze vetzuren. i!? v i m  behandeling van 
hartspiercellen van obese ratten tner insiuliine laat de snelheid waarmee vetzuren worden 
ingebo~iwd in TAGS nieL verder toenerilen. In deze cellen is oligomycine nog sleeds in staat 
oin de snelheid waarmee velzuren worden verbrand te laten toenemen. Concluderend, 
vSSm zijn hartspiercellen van obese ratten gevoelig voor conti-actie-achtige stimulatie, maar ze 
zijn volledig oiigevoelig voor insuline. De basale conditie in obese ratten lijkt dus op de 
inculinegestiirnuleer'de cosiditie 111 slanke ratten. k t  slot hebben we In deze studie aangetoond 
dat elk vali de metabole processen die veranderd zijn onder basale omstandigheden in 
hartspiercellen vali obese ratten genormaliseerd kunnen worden door de specifieke remming 
van de acLivi&it van FATJCD36. Deze bevindingen suggereren de betrokkenheid vaïi 
FAT/CD36 in de veranderingen van het vetzuurverbruik die plaabvinden in hartspiercellen 
tijdens obesitas en inswlineresisreaatie. 
Een nieuwe groep van medicijnen die de inisullnegevoeilgheid Ijjdens obesitas en T2DA4 
verhogen zijn de thiazelldinediones (TZBs). TZDs zijn agonbeen van pesoxisoom proliferator 
geactiveerde receptor y (PPARy]. PPARy is een hormoonreceptor die aanwezig irr de celkern. 
PPARy komt voornamelijk tot expressie in vetcellen, inaar is In lagere hoeveelheden ook 
aanwezig in hart en skeletspier. We hebben oi~derzocbi of roslglitaaoile (Kga), een lid val? de 
TZD familie, invloed heeft op de eiwit-gemedieerde opname in vet- ei1 spierweefsel van obese 
ratten (Hoofdstuk 7). In vetweefsel van obese. insulineresistente ratten die 16 dagen 
behandeld zijn met Rgz neemt de capaclieit waarmee vetzuren worden opgenomen toe, 13il 
gaat samen met een verhoogde totale haeveelheid van FATJCD36 en FATPI, tenvijl de ioiale 
hoeveelheid van FABPpm onveranderd is. Tevens is iir de plasmainïercibraan alleen de 
hoeveelheid van FATICD36 verhoogd. De toegenomen vetzuuropnamecapaciLeit in vetureefsel 
wordt geassocieerd met een verlaging van de concea~tratie vetzuren en 'TAGS in het 
bloedplasma. Dit suggereert dat door de behandeling nnet Rgz het vetweefsel meer vetzuren 
ult het plasma extraheert. In het hart van ebese ratcen heeft de Rgz behandeling geen eflecl op 
het verzuureransportsysteem, maar de totale hoeveelheid TAGS is verlaagd. 1311 suggereert dat 
de insulinegevoeligheid van het hart toeneemt. In de skeletspier bhijkt dat naast her 
vetzuurwansportsysteem ook de tatale TAG hoeveelheid oirvieranderd blijft. De hoeveellzeid wan 
cytoplasmatlsch adipose type FABP (A-WBPc], een marker voor gediHerentieerde vetcelleia, 
neemt: echter toe. Deze toename in A-FABPc toont aan dat de extrarnyocellulaire hoeveelheid 
TAG toeneemt. Concluderer-id, deze studie laat zien dat Fk'YJCD36 in obese ratten een 
belangrijke rol speelt in het rnechaname waarop Rgz de insulinegevoeligheld in spieriweefsel 
verhoogt. 
FAT/CD36 wordt gezien als een eiwit dal betrokken is bìj de oratwikkeling van diabere 
c8diomyopathie. We hebben aangetoond dat in vitrode FATICD36-gemedieerde verzuuropname 
door hartspiercellen specifiek geremd kan worden middels si13fo N-succii~irnidyl esters van 
langketenige vetzuren [Haofdstwk 8). Het iiri vivo e0lect van deze acyi esters ap het velzuur- 
verbruik door heit hart moet echter 11og onderzocht wordcri. Verschillend? svalegieëra voor 
verder onderzoek naar het verbeteren van de Functie van het hart  e11 de Instil~negevoeligheid 
tj)dens obesifas en T2DM worden bediscussieerd in Woofdstiik 9. wij denken d81 specifieke 
remming van de FdTJCD3O-gemedieei.de velzuuropnarne doui. hartspiercellen va11 grote 
waarde kan ziln in het gevecht tegen de ontwikkeling van diabete cardiornyopa~l'iie. 

